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LRTIs predominantly occur  in  infants,  immunocompromised  individuals, and  the elderly. 
These infections cause clinical syndromes such as bronchitis, bronchiolitis and pneumonia. 
The majority  of  LRTIs  in  infants  and  young  children  are  caused  by  viruses, whereas  a 
minority especially of the severe cases of pneumonia is caused by bacterial pathogens.1 
Bronchitis and bronchiolitis are  the  result of  inflammation of  the  tracheobronchial  tree. 
Inflammation  in these clinical entities  is mainly caused by  infection with viruses and to a 
lesser  extent  by  bacteria,  such  as  Mycoplasma  pneumoniae,  Haemophilus  influenzae, 




(RSV)4‐8.  RSV  causes  50‐80%  of  the  LRTIs  in  paediatric  outpatients,  followed  by  human 
rhinovirus  (5‐25%),  parainfluenza  virus  (5‐25%),  human  metapneumovirus  (5‐10%), 
coronavirus  (5‐10%), adenovirus  (5‐10%),  influenza virus  (1‐5%) and enterovirus  (1‐5%).4 
Viral LRTIs occur along seasonal patterns. For example, RSV  infection mostly occurs from 
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usually  only  associated  with  mild  symptoms.  Subsequent  infection  of  the  bronchiolar 
epithelial  cells  results  in mucosal  inflammation,  oedema  and  airway  obstruction.  This 











multiple clinical and  laboratory markers and genetic polymorphisms  in  immune‐response 
genes are associated with severity of disease19. In addition to the known confounders, such 
as age and premature birth, recent studies on host gene expression reveal an immunological 
basis  for  severity of disease.  This  strongly  suggests  that  the  response of  the host  after 
infection is a major determinant for the course of infection.20‐23 
Secondary infections can be caused by both viral and bacterial pathogens. Whether or not 
viral co‐infection contributes  to disease severity, especially  in  the case of RSV  is not yet 
completely understood24‐28. Some studies describe a correlation of viral‐viral  interactions 
with an increase in hospital admission29,30 or a direct increase in disease severity31. There is 
however  overwhelming  evidence  that  viral‐bacterial  co‐infections  can  lead  to  severe 
disease32‐34.  A  well‐known  example  is  co‐infection  by  Streptococcus  pneumoniae  or 








disease.41  Most  RSV‐bacterial  co‐infections  involve  bacteria,  such  as  Streptococcus 





a  complex  and dynamic microbial  community of different microorganisms  covering  the 
epithelial cells and plays a role in the protection against invasion of pathogenic microbes. 
The microbiome is influenced by dietary, medical and hygienic practices. Its composition is 
associated  with  infectious  diseases43‐47  and  development  of  disease48‐51.  For  example, 
Streptococcus pneumoniae density  in  the nasopharynx has been correlated  to RSV  load, 
inflammation  and  disease  severity.46,52  In  addition,  nasopharyngeal  colonization  by 






The  diagnosis  of  LRTIs  is  often  solely  based  on  clinical  examination.  Unfortunately, 
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tract. This  is due  to  a high  rate of  asymptomatic  colonization of potentially pathogenic 
bacteria, such as Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus 
and  Haemophilus  influenzae  in  children.  Therefore,  invasive  sampling,  such  as 









tests  (NAATs).  Sample  analyses  by  NAATs  is  the  golden  standard  for  suspected  viral 
infections2.  This due  to  the  fact  that  culturing  techniques  lack  sensitivity  and  are  time‐
consuming, taking days instead of hours. NAAT‐based diagnostic tests target nucleic acids, 
which are present  in each organism. Nucleic acids occur  in  two main  forms of  single or 
double  stranded  chains of deoxyribonucleic acid  (DNA) or  ribonucleic acid  (RNA). These 
molecules  provide  a  unique  diagnostic  target  to  determine  the  causative  agent  of  an 
infection.  Analysis  of  nucleic  acids  is  drastically  simplified  by  the  development  of  the 
polymerase chain reaction  (PCR).  In 1985 K.B. Banks published the first primer‐mediated 
enzymatic amplification of specific sequences in genomic DNA.59 Since its introduction, the 
PCR method has evolved and  is  indispensable  in current  laboratory diagnosis. PCR  is also 












This  may  help  to  reduce  antibiotic  misuse  which  propagates  antimicrobial  resistance, 
currently one of the greatest challenges of global health64. Furthermore, diagnostic testing 
in  close proximity  to  the patient may also  significantly prevent  the  spread of  infectious 
diseases, since the effectiveness of outbreak interventions is very dependent on the time 
to diagnosis. Therefore, decentralization of diagnostic services is an important requirement 






However, these tests are predominantly  applied  in  inpatient  settings.  An  example  of 
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diseases  is CRP. Low CRP  levels during  infection strongly  indicate  the presence of a viral 
infection. However, CRP levels vary substantially between various studies in which different 
methods of detection were used, leading to study dependent cut‐off values and therefore 
shortfalls  in  the  potency  of  becoming  a  universal  standard.66 The  ease  of  use  and  fast 















and  the  potential  effectiveness  of  treatments.  This  is  a  significant  step  forward  in 
comparison to current diagnostic platforms.73 
Methods  of  detection  implemented  for  NAAT‐based  SIROs  vary  per  platform.  Most 
commonly these diagnostic platforms utilize multiplex reverse transcriptase PCR (RT‐PCR) 




















takes  approximately  1  hour.74,77,79  An  example  of  a  SIRO  detecting  solely  non‐viral 
respiratory pathogens  is the P55 Pneumonia assay for the Unyvero platform. This NAAT‐
based SIRO assay  identifies 19 bacteria and a yeast‐like  fungus Pneumocystis  jirovecii.  In 
addition,  it  simultaneously assesses  the presence of 17 antibiotic  resistance markers by 
which therapy can be directly guided.77 
The main  advantage of  these NAAT‐based  SIROs  is  the minimal  knowledge  required  to 
perform the assay. Although most of these platforms have a low throughput, they offer a 
great  step  forward  to  offer  a  solution  for  a  rapid  and  reliable  detection  of  pathogens 
involved  in  LRTIs.  Despite  the  advancement  in  the  implementation  of  fully  integrated 
diagnostic platforms, their full potential has not been completely utilized. Currently, these 
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Platform  Company  Assay  Number of analytes  Detects  Reference 
FilmArray  Biomérieux  Respiratory panel  20  Vir+Bac  81 
Verigene platform  Nanosphere  RP Flex  16  Vir+Bac+Res  82 
Gene Xpert  Cepheid  FLU/RSV XC  3  Vir  83 
    FLU  3  Vir  84 















oriented  labelling options  for  antibodies  are  limited  and  can  lead  to decreased  affinity. 
 




Recent  technological  developments  offer  great  potential  to  improve  the  differential 
diagnosis of viral LRTIs. In this thesis, we describe potential solutions for the unmet needs 
in the diagnosis of bronchiolitis caused by the most prevalent pathogen, RSV. Starting with 
the  aim  to  predict  the  course  of  RSV  infection,  we  discovered  nasopharyngeal  host 
expression markers which correlate with disease severity. In addition, we implemented and 
validated  a  robust  and  sensitive  PCR‐based  method  to  analyse  the  composition  and 
dynamics of  the nasal microbiome. Since countless parameters need  to be optimized  to 















In  Chapter  Two  we  examined  nasopharyngeal  gene  expression  of  infants  with  a  RSV 
infection  for disease severity markers. Micro‐array analysis was performed on  total RNA 
isolated from nasopharyngeal washes collected in two clinical studies to discover markers 
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interactions  may  enhance  or  reduce  the  development  of  disease.  Therefore,  the 
composition of the microbiome may influence RTIs. In Chapter Three we describe a Gram‐
based  quantitative  polymerase  chain  reaction  (GSPBR‐PCR)  method  to  monitor  the 
microbiome  and  its  dynamics.  By  distinguishing  Gram‐positive  from  Gram‐negative 
bacteria,  a  Gram‐ratio  was  calculated  and  utilized  to  analyse  the  nasopharyngeal 
microbiome composition in two independent studies. The GSPBR‐PCR was validated using 






reviewed.  Chemically  synthesized  and  highly  specific  alternatives  to  the  currently  used 




acid  sandwich  hybridization  assay  to  pre‐screen  assay  conditions  for  complex 
electrochemical  biosensors.  This  assay  proved  suitable  for  the  optimization  of  assay 





measure  the  expression  of  four  severity  markers  in  1  millilitre  whole  blood  on  a 
 
commercially available diagnostic platform was evaluated. The  Idylla™ platform  is a fully 
automated  sample‐in  result‐out  diagnostic  system  designed  for  decentralized  use with 




Finally,  in  Chapter  Seven,  we  discuss  the  results  obtained  in  our  studies  and  their 
implications for improvement of current diagnostic techniques. In addition, we discuss our 
view on the future of diagnostic approaches in the context of viral RTIs. 
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children.  However,  in  some  cases,  it  causes  severe  disease,  such  as 
bronchiolitis  and  pneumonia.  Development  of  severe  RSV  infection  is 
determined by the host response. Therefore, the main aim of this study was 
to identify biomarkers associated with severe RSV infection. 
To  identify  biomarkers,  nasopharyngeal  gene  expression  was  profiled  by 
microarray  studies,  resulting  in  the  selection  of  five  genes:  ubiquitin  D, 
tetraspanin  8, mucin  13,  β‐microseminoprotein  and  chemokine  ligand  7. 
These genes were validated by real‐time quantitative PCR in an independent 
validation cohort, which confirmed significant differences in gene expression 
between  mildly  and  severely  infected  and  between  recovery  and  acute 
patients. 
Nasopharyngeal aspirate samples are regularly taken when a viral respiratory 
tract  infection  is  suspected.  In  this  article,  we  describe  a  method  to 









Respiratory  syncytial  virus  (RSV)  is  the  most  common  cause  of  viral  respiratory  tract 
infections among hospitalised children. Symptoms range from a common cold to severely 
compromised  respiratory  function,  causing  6‐15%  of  the  admitted  children  to  require 
intensive care1,2. It is difficult to predict the course of disease in infants, especially in children 






Escherichia  coli  and  Streptococcus  pneumoniae  infection  with  95%  accuracy,  and 
distinguished E. coli from Staphylococcus aureus infection with 85% accuracy by analysing 
mRNA  expression  level  in  young patients.  In  the  case  of RSV  infections, Mejias  et  al.17 
showed, based on blood RNA profiles of infants, a classification of infants with RSV lower 
respiratory  tract  infection  (LRTI)  versus  rhinovirus or  influenza  LRTI with  95%  accuracy. 
Additional  studies  confirmed  these observations  and described  the discovery of  several 
biomarkers in blood by which different states of disease could be distinguished18. 
These findings may be of great value for clinical decision making. However, the studies, as 
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respiratory  muscles)  and/or  expiratory  wheezing  and/or  crackles  and/or  apnoea. 
Retrospectively,  the  LRTI  was  confirmed  by  RT‐qPCR  on  nasopharyngeal  washes  as 
described  previously19.  Patients  with  congenital  or  acquired  immune  deficiency, 
























were centrifuged  (500×g)  for 10 minutes at 4°C  to spin down  the mucus and cells, after 
which the pellet was mixed with Trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and stored at 
‐80°C.  RT‐qPCR was  performed  using  the  supernatant  to  confirm  viral  aetiology  of  the 
disease19. 
 




manufacturer’s  instructions.  RNA  integrity  and  quality  for  the microarray was  assessed 
using a RNA 6000 Nano LabChip on an Bioanalyzer 2100 system (Agilent, Santa Clara, CA, 
USA). 
RNA  processing,  target  labelling  and  hybridisation  to  gene  expression  arrays  was 
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Microarray  data  analysis.  Quality  control  analyses  were  performed  as  previously 
described21.  Scanned  images were  inspected  for  artefacts,  percentage  of  present  calls 
(<25%)  and  controls of RNA degradation. Background  signal was  removed using  robust 
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cycle  (Cq) determination.  The data were normalised by  subtracting  the Cq‐value of  the 








a  two‐sided  value  of  p<0.05  was  considered  statistically  significant.  For  the  patient 
characteristics,  the  Kruskal–Wallis  analysis  was  performed;  in  the  case  of  significance 







was  assessed  by  conducting microarrays  on  NPAs  of  30  infants with  a  confirmed  RSV 
infection, both mono‐ (RSV) and co‐infections. The patient characteristics are displayed in 
table 1. No  significant differences were  found, except  for  the parameters on which  the 
clinical categorisation was based and gestational age. 
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selected  in  comparison  2  (table  S4).  The  two  selections  were  compared  and  four 
overlapping  genes  were  found  (ubiquitin  D  (UBD),  tetraspanin  8  (TSPAN8),  mucin  13 
(MUC13) and β‐microseminoprotein (MSP)), which all showed downregulation. In addition 
to  these  genes,  chemokine  ligand  7  (CCL7)  was  selected  as  the  only  upregulated 
differentially expressed gene in the whole microarray analysis (table 2). 
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Figure  1.  Nasopharyngeal  expression  of 
glyceraldehyde 3‐phosphate dehydrogenase. 
Data  are  presented  as  median  and 
interquartile range. Data were Mann‐Whitney 
U‐tested,  two‐sided  (recovery,  n=23;  acute, 
n=42). No significant differences were found. 
Cq: quantification cycle
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quality  of  the  RNA  isolated  from  the NPAs was  suboptimal.  The  results  of  the GAPDH 
expression assay show that the absolute Cq‐values are high, but consistent. 
The microarray analysis resulted in the discovery of five significantly differentially expressed 
genes  in the nasopharynx of  infants with different degrees of severities of RSV  infection. 
Remarkably, most genes are down‐regulated in severely ill patients; this was confirmed with 
RT‐qPCR.  In  addition,  previously  published  microarray  studies  performed  on  gene 
expression profiles in peripheral blood of infants also showed a significant downregulation 
of genes16,17. 
Thesis ++ 14122016.indd   38 14-12-2016   10:19:34

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































quality  of  the  RNA  isolated  from  the NPAs was  suboptimal.  The  results  of  the GAPDH 
expression assay show that the absolute Cq‐values are high, but consistent. 
The microarray analysis resulted in the discovery of five significantly differentially expressed 
genes  in the nasopharynx of  infants with different degrees of severities of RSV  infection. 
Remarkably, most genes are down‐regulated in severely ill patients; this was confirmed with 
RT‐qPCR.  In  addition,  previously  published  microarray  studies  performed  on  gene 
expression profiles in peripheral blood of infants also showed a significant downregulation 
of genes16,17. 















The method,  as  described  in  this  study, with  the  aim  to  identify  genes with  potential 
prognostic value, has proven successful by the validation of TSPAN8, MUC13, MSP and CCL7. 
Although  UBD  did  not  discriminate  between  any  acute  group,  it  differed  significantly 






their  degradation  via  the  proteasome. Mielech  et  al.24  have  shown  that  coronaviruses 
actively reduce ubiquitination of host cell proteins and observed their potential to modify 
the  innate  immune response. With regard to TSPAN8, Yue et al.25 described  its ability to 
override the adhesive features of CD151. On this note, CD151 is involved with the infectious 
entry of human papillomavirus26, suggesting a significant infectious advantage for RSV when 
TSPAN8  is  downregulated.  Reduced  amounts  of MUC13  lead  to  decreased  chemokine 
secretion in response to tumour necrosis factor‐α. This pro‐inflammatory activity of MUC13 
suggests  that  disrupted  or  inappropriate  expression  of  MUC13  could  predispose  to 
infectious disease27. The downregulation of MSP was previously described in the context of 
rhinovirus  infection28. Mygatt  et  al.29  reported  virus‐mediated  silencing  of MSP, which 
seems  in accordance with our findings. Finally, significant upregulation of CCL7 has been 
observed  in mice  infected with  rhinovirus20 and  in children during  infection by different 
respiratory  viruses,  including  RSV30.  In  addition,  CCL7  was  shown  to  be  specifically 
upregulated when no mechanical ventilation was applied during RSV infection in mice and 
not  differentially  expressed  when  uninfected  mice  received  mechanical  ventilation31, 
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Chapter  III.  Monitoring  dynamics  of  bacterial 
communities  in  the nasopharynx by  a Gram  stain‐
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Currently, microbiota  are  analysed  by  16S  ribosomal  RNA  gene  amplicon 
sequencing  or  shotgun  metagenomic  sequencing,  requiring  high  quality 






method,  nasal  wash  samples  taken  from  an  experimental  human 
pneumococcal challenge and a human Rhinovirus infection model were used 
to  compare  the dynamics before and after  intervention. A  significant  shift 
(p=0.01)  in Gram‐ratio  after  pneumococcal  exposure  and  a  return  to  the 
baseline after 14 days was observed in the pneumococcal challenge model. 
In  the  human  Rhinovirus  infection  study,  a  5.9‐fold  increase  (p=0.04)  in 
variance  was  observed  after  infection  as  compared  to  placebo  treated 
subjects. 
These results are in line with previous microbiome studies, proving the value 








In  the  field  of  infectious  diseases  microbiome  analyses  have  become  pivotal  in  our 
understanding how infections are acquired and how pathogens colonize, persist and spread. 
This  is  especially  important  in  the  upper  respiratory  tract,  where  colonization  often 











conserved  in  all  bacterial  species  and widely  used  for  bacterial  identification.12‐14  This 
method has the capacity to analyse complete bacterial communities to species level, which 
is not always required. A simplified technique could avoid the drawbacks of 16S rRNA gene 





the  bacterial microbiome  composition.15 Wu  et  al.  developed  this  Gram  stain‐specific‐
probe‐based  real‐time  PCR  (GSPBRT‐PCR)  to  simultaneous  detect  and  Gram  classify 
bacterial  pathogens  causing  sepsis  and  was  evaluated  on  600  blood  specimens  from 
neonatal sepsis patients. 
We  have  applied  this  method  to  monitor  dynamics  of  nasopharyngeal  bacterial 
communities, which is a significantly more complex matrix as this site harbours large and 
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refrained  from  touching  their  nose  for  30 minutes.  Virus  (MM#400472  Lot#R2011038, 
Safety‐tested  Good  Manufacturing  Practice  (GMP+))  was  supplied  by  Respivert  Ltd. 







the mean of a population against  the baseline.  In addition,  the difference  in Gram‐ratio 
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correction  was  applied,  and  in  case  of  significant  changes,  contributing  groups  were 










washes  prior  to  challenge  collected  in  the 
Streptococcus  pneumoniae  challenge  study, 
n=12, (A) and the human Rhinovirus infection 
study,  n=15  (B).  The  data  shown  represent 









negative  bacteria  in  the  nasopharyngeal  microbiome.  No  background  signals  were 
detected, as evidenced by the fact that Cq‐values were only measured in the presence of a 
targeted Gram‐positive or/and Gram‐negative template (figure 1A and B), confirming the 
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n=12, (A) and the human Rhinovirus infection 
study,  n=15  (B).  The  data  shown  represent 









negative  bacteria  in  the  nasopharyngeal  microbiome.  No  background  signals  were 
detected, as evidenced by the fact that Cq‐values were only measured in the presence of a 
targeted Gram‐positive or/and Gram‐negative template (figure 1A and B), confirming the 

























Nasopharyngeal Gram‐ratios  in  subjects without  colonization  Streptococcus pneumoniae, n=5  (B). 
Nasopharyngeal Gram‐ratios  in  subjects  infected by human Rhinovirus, n=15  (C). Nasopharyngeal 









that did not  (non‐carriers)  (figure 3B). Subjects  that did not acquire carriage displayed a 
consistent Gram‐ratio throughout time with no significant shifts. In contrast, a significant 
shift  in Gram‐ratio was observed  in subjects  that acquired carriage between 7 days pre‐
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of bacterial  communities  in nasal wash  samples  from  a  S. pneumoniae  challenge  and  a 
Rhinovirus infection model to determine the influence of the pathogen’s exposure on the 




samples  taken  at  different  time  points.  They  concluded  that  this  model  was  a  true 
representation of natural carriage and stated that carriage is a dynamic event. In a follow‐






abundance  of  the  dominant  phyla20.  In  addition,  Haemophilus, Neisseria  and  Propioni‐





a baseline value of  the Gram‐ratio  for healthy non‐smoking adults  could be established 
despite differences in geography and inclusion criteria. 

















measured  for  the  same  subject  at  different  time  points  was  lower  than  between 
subjects20,21.  Due  to  the  low  nucleic  acid  content  of  the  nasal  wash  samples  of  the 
experimental  human  Rhinovirus  (HRV‐16)  infection  model  16S  rRNA  gene  amplicon 
sequencing  could  not  be  performed.  Therefore,  we  were  unable  to  make  a  direct 
comparison  between  16S  rRNA  gene  amplicon  sequencing  and  GSPBRT‐PCR.  This 
underscores  the  great  advantage  of  the  real‐time  PCR‐based method,  it  is  a  sensitive 
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use  with  sensitivity  and  specicity  equivalent  or  superior  to  current 
standards. At present, viral diagnostics are based on direct detection of viral 
components  or  indirect  detection  by  measuring  antibodies  generated  in 
response to viral  infection. While sensitivity of detection and quantication 
are  still  important  challenges, we  expect major  advances  from new  assay 
formats  and  synthetic binding molecules,  such  as  aptamers. Compared  to 
traditional  antibody‐based  detection,  aptamers  could  provide  faster 
adaptation  to continuously evolving virus  strains and higher discriminating 
capacity between specic virus serotypes. Aptamers are very stable and easily 
modiable,  so  are  ideal  molecules  for  detection  and  chemical  sensing 
applications. Here, we  review  the use of aptasensors  for detection of viral 








to detect  the virus directly or  indirectly; by determining  the host  response  in particular 











Virus  cultivation  is  highly  specic  and  can  be  sensitive,  but  is  labor‐intensive  and  time 
consuming (it can take up to 10 days)1. Development of the shell‐vial‐culturing protocol led 
to a reduction  in turn‐around time as a result of the  low‐speed centrifugation procedure 
that  facilitates viral entry  into cells, but  it still  takes at  least a day and  the  sensitivity  is 
limited2.  In  contrast,  viral  antigen‐detection methods  already  enable point‐of‐care  tests 
(POCTs) with an analysis time of less than 1 hour. However, the use of antibodies is costly 
and  some  tests are even  less  sensitive  than  virus  cultivation or have high  false‐positive 
rates5. 
Nucleic‐acid  amplication‐based  detection  is  currently  the  standard  diagnostic 
methodology in many hospitals. The main advantages are high sensitivity and specicity8. 
In addition to the ability to quantify the number of viruses using real‐time quantitative PCR 
(qPCR),  isolation of nucleic acids also allows additional analyses,  such as  sequencing,  to 
gather information on sensitivity to anti‐viral treatment and on the origin of the virus,  
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progression  to AIDS  is directly  related  to  the magnitude of  the  viral  load  in plasma.  In 
addition, the number of viruses of an HIV‐infected mother  is the strongest risk factor for 
transmission  to  the  child during delivery. Another  important  example  is  reactivation of 
cytomegalovirus  (CMV)  infections  after  transplantation,  which  negatively  impacts  the 
transplantation  outcomes  leading  to  graft  versus  host  disease.  In  these  two  examples, 
quantitative PCR methods are frequently used to monitor viral  load. Although the PCR  is 











of  aptamers  for  virus  detection  (vir*  AND 




yearly  publications;  lines  represent  their 




In  this  respect,  recent progress  in  the development of  aptasensors, using  aptamers  for 
selective molecular recognition and application to viral‐antigen detection is very promising. 
In this review, we describe the trends of the emerging eld of aptasensors for detection of 
human viral pathogens  in clinical  samples  in  the context of  the current practice  in virus 
detection (figure 1). 
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conducted  in  centralized  laboratories  and  processed  in  batches.  This  is  an  important 
bottleneck, since it is pivotal to detect the viral agent as early as possible to guide adequate 
treatment and to take preventive measures. Determining the cause of infection solely based 
on  clinical  parameters  is  quite  impossible,  while  the  treatment  of  viral  and  bacterial 
infections differs signicantly. Assay requirements for viral diagnostics, such as sensitivity 






disease mimic  those  of many  other  diseases  commonly  seen  in  this  region,  including 
symptoms associated with malaria, typhoid fever, and Lassa fever13. A multiplex capacity is, 
for example, required in the context of respiratory infections that can commonly be caused 



















nucleic  acids  and/or  viral  (figure  2).  The  envelope  is  not  targeted,  as  it  has  hardly  any 
particular features to enable selective recognition. Virus‐particle quantication is diﬃcult, 
due  to  the  lack  of  proper  standards;  this problem was  recently  alleviated by  emerging 
particle‐characterization methods that can provide virion concentrations  in a calibration‐
free manner by using the resistive pulse technique14,15 or optical methods16. These methods 







During  viral  reproduction,  virions  are produced by  the host  cell, which  expresses  every 
component  in excess and not all are  integrated  in a complete  infectious virus. The viral 





a  length  of  20‐100  nucleotides  that  adopt  unique  sequence‐dependent  conformations 
conferring high aﬃnity and specicity in binding a wide range of non‐nucleic acid targets. 
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interior  and multi‐branch  loops,  but  can  also  form  complex  3D  structures  (e.g.,  the G‐
quadruplex conformation)17. The binding aﬃnity and specicity of aptamers is similar and, 
in many  cases,  superior  to monoclonal  antibodies,  but  aptamers  can  be more  rapidly, 
reproducibly  and  cost‐effectively  generated  by  a  fully  in  vitro  selection  procedure  [i.e., 
Systematic  Evolution  of  Ligands  by  Exponential  Enrichment  (SELEX)]18.  Since  the  SELEX 
method  does  not  depend  on  living  organisms,  aptamers  can  be  selected  against  non‐
immunogenic and toxic agents, and they can detect their targets even in non‐physiological 
conditions19.  Their  fast  generation  is  particularly  attractive  to  anticipate  continuously 
evolving  virus  strains. Moreover,  by  using  counter‐selection  steps  during  SELEX,  cross‐
reacting aptamers can be eliminated so as to result  in aptamers with high discriminating 
capacity  between  different  virus  genotypes.  Other  advantages  of  aptamers  can  be 
attributed to their physical‐chemical properties (i.e., they are chemically stable over a wide 
range  of  pH,  storage  conditions  and  temperature,  and  are  not  as  sensitive  to  organic 
solvents as antibodies)20. Aptamers can be directionally, most often terminally, labeled with 
functional21‐25  or  analytical26,27  probes without  loss  of  function, while  oriented  labeling 
options  for antibodies are  limited and can  lead  to decreased aﬃnity19. Further chemical 
modications were reported to generate aptamer probes for diagnostic purposes that are 
fully  resistant  to  nuclease  enzymes28.  All  these  are  important  steps  towards  the 
development of a new generation of viral diagnostic POCTs. 




applied  selection  conditions  and  the  target  molecules  chosen  for  selection.  The  rst 
criterion must be met because, though aptamers can recognize their targets even under 















of  viruses are generally more  challenging  than production of pure proteins and  require 
dedicated  laboratories with strict safety control. These hurdles might explain why only a 
handful of whole virus‐selected aptamers has been published so far. Nevertheless, one of 
the earliest  studies demonstrated  the  feasibility of  this  approach,  i.e.,  the  virus‐specic 
aptamer  selection  resulted  in  RNA  oligonucleotides  having  the  capacity  to  discriminate 
between closely‐related human‐inuenza viruses31. The authors  incubated  the RNA pool 
with an A/Panama  strain and  separated  the virus‐selective oligonucleotides by ltration 
through a protein‐binding nitrocellulose‐acetate membrane. To increase the specicity of 
the  isolated oligonucleotides, counter selection steps were also  introduced using A/Aichi 
virus  preparation.  The  aptamer  obtained  displayed  over  15‐fold  higher  aﬃnity  to 
hemagglutinin  compared  with  the monoclonal  antibody  and  distinguished  the  various 
inuenza viruses. The same procedure (i.e., isolation of aptamer candidates by passing the 
virus‐oligonucleotide mixture  through  nitrocellulose membrane  and  removing  the  non‐
specic binders by counter selection with related virus) was effectively applied to raising 
DNA  and  RNA  aptamers  against  murine  norovirus  and  human  inuenza  viruses, 
respectively32,33. 
Although  separation  using  a  membrane  is  the  traditional  technique  of  SELEX  and  its 
usefulness was corroborated by several studies, immobilization of targets onto beads has 
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Due  to  their  high  speed,  low  reagent  need,  ease  of  tuning,  and  excellent  partitioning 
eﬃciency, these devices are expected to become standards in aptamer selection. 
Another  bead‐immobilization‐based  method,  MonoLEX,  was  published  for  selecting 
aptamers against a whole virus36. The technique involves an aﬃnity‐chromatography step 
of oligonucleotide library with immobilized vaccinia virus followed by subsequent physical 
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Application  of  aptamers  for  virus  detection.  Recently,  a whole  range  of  virus‐specic 
aptamers  were  generated  against  vaccinia  virus36‐40,  dengue  virus41,  severe  acute 
respiratory syndrome (SARS)42‐45, hepatitis C46‐51, human immunodeciency virus (HIV)52‐55, 




in  their  immobilization. The  surface density of aptamer monolayers  is often  critical and 
depends on the target size, as the binding aﬃnity of the surface‐conned aptamers may be 
inuenced by  steric hindrance or  folding  interference, which may ultimately  reduce  the 
sensitivity. Generally,  one  of  the  two  ends  of  the  aptamers  (3′  or  5′)  is modied with 
functionalities  (e.g.,  ‐HS, NH2, or biotin)  that  allows  convenient  covalent  attachment  to 





For  diagnostic  applications,  targets will  be measured  in  bodily  uids  containing  a  vast 
number of nucleases. To avoid degradation, a broad range of minor modications to the 
oligonucleotides  were  shown  to  increase  nuclease  resistance76,77.  Beside  all  the 
modications for stabilization and  immobilization, an extensive range of molecular  labels 
can be  attached  to RNA  and DNA  aptamers,  sometimes with  linker oligonucleotides or 






Reliable,  sensitive  transduction of an aptasensor  is pivotal  for  its  functioning. There are 
many ways of transduction, but the vast majority transforms bio‐recognition processes via 
a  physicochemical  transducer  into measurable  electrochemical, mass,  or  optical  signal. 
Table  2  gives  an  overview  of  the  recently  developed  aptamers  and  aptasensors  in  the 
context of viral pathogens. 
 
Aptasensors  with  optical  transduction.  At  present,  the  eld  of  aptasensors  for  viral 
detection  is very much dominated by optical  transduction  (e.g., based on measuring u 
orescence, as well as colorimetric or refraction index related changes). 
Fluorescent  detection works with  a  signal‐ON  or  a  signal‐OFF mechanism, which  relies 
respectively on increasing or decreasing the uorescent signal upon target binding. Signal‐





presence of HIV‐1 Tat proteins or  its peptides  (i.e., enabling  them  to discriminate RNA‐
binding proteins) by using split oligomers derived from RNA Tat aptamer. In the presence 
of the target, the two oligomers form a duplex that leads to the removal of the uorophore 
from  the  vicinity of  the quencher, and  consequently  to an  increase  in  the uorescence 
signal83.  
One‐step  quantication  of  viruses was  successful  by  a  similar  uorescence  resonance‐
energy  transfer  (FRET)‐based  competitive  binding  assay,  as  demonstrated  by  the 
determination of hepatitis B virus61. Cy3 as a FRET donor was covalently attached to the 
anti‐hepatitis B virus RNA aptamer and Cy5 labeled hepatitis B virus was the FRET acceptor. 
The presence of unlabeled  target  removed  the  acceptor  from  the  vicinity of  the donor 
leading  to  a  shift  in  uorescence  in  a  dose‐dependent  fashion,  which  enabled  the 
determination of the target concentration. This method appeared 40‐fold more sensitive 
than the Abbott Architect assay, which is the current method for hepatitis B quantication61. 
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based  on  the  use  of  thiazole  orange  (TO)  that  uoresces  upon  binding  to  the  G‐













the  SARS‐CoV  nucleocapsid  was  still  antibody  mediated,  and,  similar  to  other 
immunosorbent  assays  published47,51,  a  relatively  long  assay  time  due  to  the  required 
labeling made these assays less suitable for POCT. 
SPR  has  also  been  often  examined  for  its  POCT  potential36,52,59.  Recently,  Bai  et  al.74 
developed a portable biosensor based on SPR  for  the detection of avian  inuenza virus 
(AIV), H5N1,  in  poultry  swabs.  They  used  hemagglutinin  as  the  target  to  select  a DNA 
aptamer  and  subsequently  used whole  AIV  H5N1  particles  as  a  target  to  increase  the 
specicity. The DNA aptamer with the lowest Kd (4.65 nM) was selected and subsequently 
immobilized  on  the  gold  surface  of  the  sensor.  The  detection  range  for  poultry‐swab 
samples  containing  the  virus  was  1.28‐12.8  hemagglutination  units  (HAU).  The  SPR 
biosensor was very specic for AIV H5N2 and displayed only very low signals (<4%) when 





hours. At the same time, the system  is  label‐free,  lacks the use of antibodies and can be 
reused 5‐7 times. 
Aptamer selection can be performed to obtain a number of aptamers that bind different 
proteins  or  epitopes  on  a  virus,  enabling  the  use  of  sandwich  assays  to  increase  the 














less attention  in  terms of using aptamers as selective  recognition  reagents. Colorimetric 
detection based on aggregation of aptamer‐modied AuNPs by virions was explored  for 
inuenza virus. The aggregation was combined with a simple centrifugation step to enhance 
visual  perception  by  precipitation  of  the  aggregates.  However,  the  LOD  obtained  (108 
VP∙mL‐1) is at the upper end of the relevant virus load69. 
Published work on  the application of  lateral‐ow assays with aptamer‐based  reagents  is 





Thesis ++ 14122016.indd   82 14-12-2016   10:19:53








based  on  the  use  of  thiazole  orange  (TO)  that  uoresces  upon  binding  to  the  G‐













the  SARS‐CoV  nucleocapsid  was  still  antibody  mediated,  and,  similar  to  other 
immunosorbent  assays  published47,51,  a  relatively  long  assay  time  due  to  the  required 
labeling made these assays less suitable for POCT. 
SPR  has  also  been  often  examined  for  its  POCT  potential36,52,59.  Recently,  Bai  et  al.74 
developed a portable biosensor based on SPR  for  the detection of avian  inuenza virus 
(AIV), H5N1,  in  poultry  swabs.  They  used  hemagglutinin  as  the  target  to  select  a DNA 
aptamer  and  subsequently  used whole  AIV  H5N1  particles  as  a  target  to  increase  the 
specicity. The DNA aptamer with the lowest Kd (4.65 nM) was selected and subsequently 
immobilized  on  the  gold  surface  of  the  sensor.  The  detection  range  for  poultry‐swab 
samples  containing  the  virus  was  1.28‐12.8  hemagglutination  units  (HAU).  The  SPR 
biosensor was very specic for AIV H5N2 and displayed only very low signals (<4%) when 





hours. At the same time, the system  is  label‐free,  lacks the use of antibodies and can be 
reused 5‐7 times. 
Aptamer selection can be performed to obtain a number of aptamers that bind different 
proteins  or  epitopes  on  a  virus,  enabling  the  use  of  sandwich  assays  to  increase  the 














less attention  in  terms of using aptamers as selective  recognition  reagents. Colorimetric 
detection based on aggregation of aptamer‐modied AuNPs by virions was explored  for 
inuenza virus. The aggregation was combined with a simple centrifugation step to enhance 
visual  perception  by  precipitation  of  the  aggregates.  However,  the  LOD  obtained  (108 
VP∙mL‐1) is at the upper end of the relevant virus load69. 
Published work on  the application of  lateral‐ow assays with aptamer‐based  reagents  is 
















Minuni  et  al.52,55  through  the  detection  of HIV‐1  Tat  protein.  A  comparison with  a  Tat 







frequency  of  the  quartz  crystal,  as  a  result  of  the mass  change  on  the  surface  of  the 
resonator64. In the proposed construction, the hydrogel‐based QCM aptasensor proved to 
have an LOD about an order of magnitude lower than a conventional QCM set‐up ‐ 0.0128 
HAU  compared  to 0.128 HAU,  respectively. These  results made  this  sensor  a promising 
POCT,  suitable  for  rapid  testing  (30 minutes), easy  to use,  sensitive and  specic  for  the 
diagnosis of AIV H5N1, and able to compete with RT‐PCR in terms of sensitivity. 
Micromechanical sensing by using resonating cantilevers was applied for the detection of 
hepatitis  C  virus  (HCV)  with  a  sensitivity  of  100  pg∙mL‐1.16,49  This  method  exploited 
immobilized aptamers on the top surface of the cantilever and their steric crowding upon 
binding  to  their  bulkier  targets.  The  latter  created  a  surface  stress  that was  detected 
through the change in the resonant frequency of the microcantilevers. The small size of the 
microcantilevers made it easy to facilitate high‐throughput multiplex screening, which was 
advantageous  for  the  POCT  of multiple  viruses. However,  due  to  their  susceptibility  to 






Electrochemical  aptasensors.  Label‐free  electrochemical  transducers  act  upon  the 
formation  of  the  aptamer‐target‐recognition  complex  on  conductive  or  semiconductive 





of  aptamers  that  can  lead  to  a  reduced  dynamic  range of  the  assay. However,  in  viral 
diagnostics, information on viral load is not always essential to assign proper treatment. 
An example of an electrochemical sensor for  label‐free virus detection was the aptamer‐







label‐free  real‐time  detection  method  with  a  single  interaction  sensitivity  relies  on 
formation of  complexes between  target  and RNA  aptamer, which  are measured by  the 
resistive‐pulse technique. The principle of this technique was shown by the detection of 
HIV‐1  virus  nucleocapsid  protein  7.  However,  its  main  application  is  foreseen  as  the 
characterization of the relevant biomolecular interactions rather than as a diagnostic tool. 
Ruslinda et al. published a diamond eld‐effect transistor (FET)‐based aptasensor for the 




In  diamond‐FET‐based  techniques,  the  scalability  problems  are  overcome  and  show 
potential for a handheld device87. The results of the diamond‐FET‐based aptasensor display 
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Ruslinda et al. published a diamond eld‐effect transistor (FET)‐based aptasensor for the 




In  diamond‐FET‐based  techniques,  the  scalability  problems  are  overcome  and  show 
potential for a handheld device87. The results of the diamond‐FET‐based aptasensor display 






stable  results measuring  the Tat protein  in clinical matrices with  sensitivity up  to 1 nM. 
These are impressive, rst‐time results, and very suitable in situations with abundant target 
molecules. 




present,  thereby blocking  the  access  of  the  substrate  to  the  immobilized  LDH  enzyme. 
However,  in  viral  presence,  the  aptamers will  interact with  the  virion,  leaving  the  bio‐







changes  in  the  impedance  when  virions  are  captured  by  immobilized  aptamers.  The 
polymer  uidic  device  consists  of  four  layers with  electrodes  and  electrical  connection 
patches patterned  in  PEDOT‐OH:TsO,  and  is  inserted  in  a  circular device of  ±50 mm  in 
diameter88. Testing in the clinical matrix, saliva, led to a reduction in sensitivity (103 pfu∙mL‐



















are  fundamental  requirements  of  aptasensor‐based  POCT.  However,  the  sensitivity, 
specicity, and selectivity, as well as quantitative and multiplex capacities, all depend on 








In  this  respect,  several multiplex  PCR methods  have  been  developed  for  diagnosis  of 
sepsis90, and  respiratory91 and gastro‐intestinal  infections92. So  far, only a  few aptamer‐
based  applications  have  shown  potential  for  multiplex  measurement  of  mixtures  of 
bacteria93,94.  However,  no  aptamer‐based  detection  method  has  been  developed  to 
measure multiple viruses. Therefore, it is important to dene clearly these aspects per case 
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ultimate goal  is  to create an accurate,  fast, affordable and easy‐to‐use detection system 
suitable  for POCT  that  is  able  to become  the  standard  for  viral diagnostics.  In order  to 
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Biosensors will become  increasingly  important  for medical diagnostics. An 
essential part of biosensor development  is  assay optimization;  to nd  the 
optimal conditions a  large number of variables need to be tested and high 
throughput  online  measurements  are  time‐consuming  or  sometimes 




gold  interaction  and  function  as  the  recognition  site  for  target DNA.  The 











The  introduction of nucleic  acid‐based detection  techniques  substantially  improved  the 



















easily  be  covered  with  a  functional  self‐assembled  monolayer  (SAM).  The  SAM  is 
functionalized  for  DNA  recognition  by  using  alkanethiol‐modified  single  stranded  DNA 
(ssDNA) molecules, which will bind  to the substrate surface  through a specific  thiol‐gold 
interaction.9–11 The alkanethiolated ssDNA functions as a recognition site for target DNA. 
We  used  a  synthetic  ssDNA  strand,  homologous  to  the  genomic  sequence  of  human 
respiratory syncytial virus (HRSV), as a model target.12 For detection we used a biotinylated 
ssDNA  sequence  in  combination with  streptavidin‐coated  horse  radish  peroxidase  and 
measured substrate conversion spectrophotometrically (figure 1). 
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Our  assay  detects  the  target  sequence,  with  a  lower  limit  of  detection  (LLOD)  in  the 
picomolar  range.  This  high  throughput  oﬄine  assay  can  be  used  to  optimize  analytical 





















HCl  and  2 mmol∙l‐1  EDTA,  pH  7.0.  All  items  were  purchased  from Merck  (Darmstadt, 
Germany). Streptavidin‐HRP (R&D, Minneapolis, MN, USA) was diluted 1:500 in a phosphate 
buﬀered  salt  solution with  pH  7.3‐7.5  (PBS)  (Lonza,  Verviers,  Belgium).  The  TMB‐H2O2 











Identity  5’ modification  Sequence (5’ ‐ 3’)  3’ modification 
Capture CP  HS‐C6  TTAACCAGCAAAGTGTTAGA  — 
Positive control FC  Biotin  TCTAACACTTTGCTGGTTAA  — 
Negative control NC  Biotin  ATAGTTGTAGACTATACATC  — 
3’‐control PC  Biotin  ATAGTTGTAGACTATGTTAA  — 
5’‐control PC  Biotin  ATAGTTGTAGACTATTCTAA  — 
Detection DP  —  AACAACAGACTACTAGAGAT  TEG‐biotin 
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and  incubated  for 30 minutes with  the HRP‐conjugate. The excess of  the unbound HRP‐
conjugate was  removed by washing.  The  gold  substrates were  subsequently  incubated, 







series  of  10  pmol∙l‐1  to  100  nmol∙l‐1.  The  substrates  were  subsequently  washed  and 
backfilled by 1 hour incubation with 1 mmol∙l‐1 MCH. After washing, a biotinylated positive 






















5’‐control  probes  (table  1)  for  1.5  hours.  The  negative,  3’‐  and  5’‐control  probes  are 
designed  to  control  the  specificity  of  the  assay.  The  negative  control  probe  is  non‐
complementary,  where  3’‐  and  5’‐control  probes  have  a  5  complementary  nucleotide 
sequence  to  the  capture  probe  on  their  3’  sides.  For  3’‐control  this  complementary  5 
nucleotide sequence is located on the 3’ side and for 5’‐control on the 5’ side of the capture 











Optimization  of  the  capture  probe  concentration.  To  determine  the  optimum 
concentration of the capture probe on the gold surface, the probe concentration was varied 
and measured  for  two concentrations of  the positive  control  (figure 2A). An  increase  in 
concentration of  the capture probe  is directly  related  to an  increase  in absorbance. The 
minimal concentration necessary for detection of the positive control was determined at 10 
nmol∙l‐1 (two‐way ANOVA; p<0.001). A concentration of 100 nmol∙l‐1 gave the highest signal 




pivotal  for  assay  functionality.  Previous  studies  have  shown  that  6‐mercapto‐1‐hexanol 
(MCH) stabilizes the SAM.9,13 To study the eﬀect of MCH on the hybridization reaction, gold 
substrates were  incubated with or without MCH. Both  conditions were assessed with a 
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nucleotide sequence is located on the 3’ side and for 5’‐control on the 5’ side of the capture 











Optimization  of  the  capture  probe  concentration.  To  determine  the  optimum 
concentration of the capture probe on the gold surface, the probe concentration was varied 
and measured  for  two concentrations of  the positive  control  (figure 2A). An  increase  in 
concentration of  the capture probe  is directly  related  to an  increase  in absorbance. The 
minimal concentration necessary for detection of the positive control was determined at 10 
nmol∙l‐1 (two‐way ANOVA; p<0.001). A concentration of 100 nmol∙l‐1 gave the highest signal 




pivotal  for  assay  functionality.  Previous  studies  have  shown  that  6‐mercapto‐1‐hexanol 
(MCH) stabilizes the SAM.9,13 To study the eﬀect of MCH on the hybridization reaction, gold 
substrates were  incubated with or without MCH. Both  conditions were assessed with a 






dilution  series  of  the  positive  control.  A  direct  correlation was  observed  between  the 
concentration  and  the measured  absorbance.  In  addition,  a  two‐way  ANOVA  analysis 
showed no significant diﬀerence (p>0.05) between the gold substrates with or without MCH 
backfilling  (data  not  shown).  This  could  be  due  to  shaking  during  incubation,  as  the 
hybridization eﬃciency  is no  longer dependent on passive diﬀusion of  the nucleic acids. 
Although  no  diﬀerence  was  observed,  it  was  decided  to  continue  with  backfilling 
throughout the study, as previous studies have demonstrated that MCH reduces the surface 
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specific  thiol‐gold  interaction  and  function  as  the  recognition  site  for  target  DNA.  The 
hybridization reaction was analyzed by utilizing an enzymatic read‐out system. The DNA–
DNA  interactions  measured  were  highly  specific  and  sensitive,  since  only  full 
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Chapter  VI.  Assessment  of  a molecular  diagnostic 
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and  host  response measurements,  allowing  for  immediate  diagnosis  and 
guided clinical intervention. In this feasibility study, a novel totally integrated 
and  fully  automated  real‐time  polymerase  chain  reaction  (PCR)  platform 
(Idylla™, Biocartis) was assessed to determine the mRNA expression levels of 
multiple genes from 1 mL of whole blood. To this purpose, a sample‐in result‐
out  assay,  including mRNA  extraction  and  RT‐qPCR‐based  detection, was 
ported  to  the  platform.  The  genes  used  (matrix  metallopeptidase  9, 
olfactomedin 4, NB1 glycoprotein and lipocalin 2) were previously identified 
as  predictive  for  severity  of  disease  caused  by  infection with  respiratory 
syncytial  virus  (RSV).  The  reproducibility  and  robustness  of  the  prototype 
assay was determined using the blood samples of 21 healthy donors. The data 
showed  that  the  Idylla™  platform  allows  for  a  fast  and  user‐friendly 



















diagnostics  at  emergency  units,  clinical  departments  or,  ultimately,  the  general 
practitioner’s office. 
The main aim of this study was to develop a prototype assay on the Idylla™ platform starting 
from 1 mL of EDTA whole blood measuring  the  relative expression  levels of  four mRNA 
markers  specific  for  the  severity of  respiratory  syncytial  virus  (RSV)  infections  in whole 
blood. These markers are: matrix metallopeptidase 9  (MMP9), olfactomedin 4  (OLFM4), 
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the  whole  mixture  was  pumped  over  a  silica  membrane  in  the  extraction  chamber. 
Subsequently,  the membrane was washed  by  pumping  in  300  μL wash  buffer  1  (RB2, 
Macherey‐Nagel, Germany), followed by three times 300 μL wash buffer 2 (RB3, Macherey‐
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The  assays  MMP9  (Hs00234579_m1),  OLFM4  (Hs00197437_m1),  CD177  (Hs00360669 
_m1),  LCN2  (Hs01008571_m1)  and  B2M  (Hs00187842_m1) were  used  at  120%  of  the 










































In  this  feasibility  study,  we  assessed  the  Idylla™  platform  for  host  gene  expression 
determination  in whole blood. To this end, a  fast all‐in‐one protocol was developed and 
optimised  on  this  platform  to  isolate mRNA  from  1 mL  of whole  blood,  followed  by  a 
cartridge‐compatible one‐step RNA specific RT‐PCR protocol  for  the  four mRNA markers 
(CD177, LCN2, MMP9 and OLFM4) and the housekeeping gene (B2M). 
This protocol was validated on whole blood samples from healthy  individuals. Firstly, the 
biological variability  for  the  four markers was determined using blood  samples  from 19 
individuals. On average, MMP9 showed the highest expression levels, with a ΔCq‐value of 
5.83,  followed by LCN2 and CD117, with average values of 8.50 and 12.37,  respectively. 
With  an  average  ΔCq‐value  of  15.56,  OLFM4  showed  the  lowest  expression,  which 
implicates an almost 50,000‐fold lower expression than B2M in blood of healthy individuals. 
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fact  that,  for each donor,  this marker was missed  three  times,  resulting  in  substantially 
increased SDs, because of these outliers. 
In conclusion, the data demonstrate that the Idylla™ platform is a fast and highly convenient 
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Lower  respiratory  tract  infections  (LRTIs) are a major  cause of  childhood morbidity and 









LRTIs,  complying with  the need  for an enhanced quality of  care and a  lower burden of 
disease. Novel  diagnostic  tools may  contribute  to  guide  the  choice  of  therapy  thereby 
avoiding empirical treatment with antibiotics. Furthermore, point of care diagnostic tests 




children  with  bronchiolitis.  The  most  common  cause  of  bronchiolitis  in  children  is 
respiratory syncytial virus (RSV). RSV can cause severe  infection‐related disease  in young 
children5,6, especially during winter epidemics7,8. Up to 35% of the children hospitalized with 
bronchiolitis  do  not  receive  supportive  interventions  and  are  therefore  categorized  as 
mildly  infected9. Among children that are discharged from the hospital, 4.6–6.8% require 







Thesis ++ 14122016.indd   120 14-12-2016   10:20:16










Lower  respiratory  tract  infections  (LRTIs) are a major  cause of  childhood morbidity and 









LRTIs,  complying with  the need  for an enhanced quality of  care and a  lower burden of 
disease. Novel  diagnostic  tools may  contribute  to  guide  the  choice  of  therapy  thereby 
avoiding empirical treatment with antibiotics. Furthermore, point of care diagnostic tests 




children  with  bronchiolitis.  The  most  common  cause  of  bronchiolitis  in  children  is 
respiratory syncytial virus (RSV). RSV can cause severe  infection‐related disease  in young 
children5,6, especially during winter epidemics7,8. Up to 35% of the children hospitalized with 
bronchiolitis  do  not  receive  supportive  interventions  and  are  therefore  categorized  as 
mildly  infected9. Among children that are discharged from the hospital, 4.6–6.8% require 























Therefore,  information  about  the  pattern  of  in  host  gene  expression  may  provide 
information on the pathogenesis of infection. In addition, disease severity is dependent on 




Using  these  data, we  clearly  distinguish  different  classes  of  RSV  disease  severity.  This 
resulted  in the selection of five markers which correlate with the  level of severity. These 
diagnostic markers were  subsequently  validated by RT‐qPCR  in  an  independent  cohort. 
After validation, four out of five markers were specifically correlated with disease severity 


















Microorganisms  that  reside  in  the  upper  respiratory  tract  also  have  an  impact  on  the 
immunological  responses  and  outcome  of  disease12‐14.  This  regards  not  only  specific 
microbial  presence  and  density,  but  also  the  overall  microbiome  composition.  The 
respiratory microbiome  composition  is  clearly  associated  with  the  outcome  of  certain 
infectious  diseases15‐17.  These  observations  point  to  the  potential  relevance  of  the 
nasopharyngeal  microbiome  as  diagnostic  target  and  as  a  predictor  of  the  course  of 
respiratory  tract  infections. However,  the current standard  for microbiome analysis  (16S 




In Chapter Three, we present a  less demanding and more  rapid approach  to assess  the 
nasopharyngeal  microbiome.  A  polymerase  chain  reaction‐based  measurement  of  a 
variable region in the 16S gene corresponding with the Gram‐stain properties of bacteria 
was  used  to  monitor  the  dynamics  and  composition  of  bacterial  communities  in  the 
nasopharyngeal cavity. 
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clearly  distinguish  viral  infection  from  bacterial  colonization.  Colonization  with  S. 
pneumoniae led to a shift in the Gram‐ratio, whereas infection with HRV caused a significant 
increase  in  variance.  These  observations were  in  agreement with  previously  published 
literature18‐20. 
 
Gram‐based  monitoring  of  the  shifts  and  dynamics  of  bacterial  communities  in  the 
nasopharyngeal  microbiome  may  contribute  to  a  better  insight  in  the  immunological 





PCR  analysis  of  bacterial  communities  in  the  nasopharyngeal microbiome  display  great 
potential to improve the diagnosis and treatment of viral LRTIs. By utilising nasopharyngeal 
materials  (swab  or NPA), we  can minimize  the  burden  of  sampling  and  simultaneously 
increase the informative value of this patient material. This will increase the clinical value 
of non‐invasive nasopharyngeal  samples, which  in  current diagnostic  tests of  infectious 
diseases are mainly utilised for the detection of causative agents. 
 
Implementation  of  both  approaches  does  not  require  significant  changes  in  current 
protocols  or  diagnostic  infrastructure  since  these  tests  utilise  routinely  taken 

















(SIROs),  for which nucleic acids can be utilized  in different  forms,  from target to binding 
molecules. 
 
Currently,  the  best‐established  method  for  POCTs  is  the  antibody‐based 
immunochromatographic  lateral  flow.  However,  this  fast,  specific  and  rapid  detection 
method,  has  poor  and  variable  sensitivity,  mainly  because  of  the  use  of  antibodies. 
Antibodies  are  produced  in  vivo  (polyclonal)  or  ex  vivo  (monoclonal)  which  results  in 
biological variability.23 Chemically synthesized binding molecules, such as oligonucleotides, 
can provide a more stable and constant quality of binding thus improving the detection of 
target  molecules.  Aptamers  form  an  example  of  such  chemically  synthesized  binding 











despite  the  fact  that  a whole  range  of  virus‐specific  aptamers  against  broad  spectrum 
pathogenic viruses was developed, the use of aptamers in the diagnostic practice is still rare. 
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Recently,  the  first promising aptamer‐based assays were  introduced  in  the  field of viral 
diagnostics25. 
To develop diagnostic assays, such as aptasensors, it is important to start at a clinic‐based 
diagnostic  need  from  which  assay  requirements  can  be  clearly  defined.  Despite  the 
seemingly unlimited possibilities, the ultimate goal is to create an accurate, fast, affordable 
and easy‐to‐use detection system suitable for decentralised diagnostic use. To achieve this 









parameters, especially  for phase  five of  the  iterative process during assay development 
(figure  1).  It  contains  a  high  throughput  nucleic  acid  sandwich  hybridization  assay, 
developed  on  gold  substrate. Gold was  chosen  as  a  substrate  for  its  direct  translation 
potential to capacitive biosensor platforms. The assay makes use of alkanethiolated single 













particularly when  it concerns  low  throughput and complex  transducer methods, such as 
capacitive  biosensors.  This  enables  improvement  and  acceleration  of  biosensor 
development, especially regarding probe specificity and selectivity. 













1 millilitre  of  whole  blood, we measured  the  relative  expression  levels  of  established 
severity markers (MMP9, OLFM4, CD177 and LCN2) for RSV infections. To validate the assay, 
we determined the biological and technical variation. For this purpose, we collected whole 
blood  samples  from  healthy  adults. We  observed  a  high  variation  in  the  overall  gene 
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the  sensitivity  of  this  assay may  require  further  improvement  to  reliably measure  low 
abundant  mRNAs,  the  IdyllaTM  platform  allows  for  fast,  user‐friendly  and  multiplex 
determination  of  the  relative  gene  expression  levels  with  minimal  hands‐on  time. 
Accordingly,  this assay  is perfectly  suited  for decentralised diagnostic use at emergency 
units, clinical departments or at the general practitioner’s office. In addition, based on these 








on  a  diagnostic  need.  This  emphasizes  the  importance  of mutual  interactions  between 
laboratory experts and clinicians  for the  improvement of patient care. This  is specifically 
important  for  severe  LRTIs,  which  predominantly  occur  in  young  children,  immuno‐
compromised  individuals  and  the  elderly.  In  this  thesis, we  focus  on  children with  RSV 








infections,  but  lack  sensitivity  and  specificity  to  optimally  diagnose  bacterial  (super) 






























the  second  part,  From  laboratory  to  clinic,  in which we  assessed  different methods  to 
facilitate the diagnostic needs. Every diagnostic tool, no matter how ideal the approach may 
seem,  requires  an  adequate method  of  detection.  In  the  second  part, we  particularly 
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as  target  carry  the  advantage  of  being  present  in  each  organism,  thus  introducing  the 
capability to measure the presence of pathogens simultaneously with the state of disease 
in the host. Nucleic acids also carry great advantages over conventional binding molecules, 





develop diagnostic assays. We strongly believe  in  the design‐build‐test  iterative process, 














should be developed  in  close  collaboration with  clinicians  involved  in  the  care of  these 
patients. 
Particularly for RSV  infections, these tests will facilitate to distinguish viral from bacterial 
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ernstige  lagere  luchtweginfecties.  De meerderheid  van  de  lagere  luchtweginfecties  bij 
zuigelingen en  jonge kinderen wordt veroorzaakt door virussen. De meest voorkomende 
verwekker  van  luchtweginfecties  is  respiratoir  syncytieel  virus  (RSV).  Infecties door RSV 
veroorzaken een breed  spectrum aan klinische manifestaties. Ontwikkeling van ernstige 
ziekte wordt  vaak waargenomen  bij  kinderen  jonger dan  6 maanden  en  vormt  in  deze 
leeftijdsgroep de belangrijkste  reden  voor  ziekenhuisopname. De mechanismen die  ten 
grondslag liggen aan de ontwikkeling van deze ernstige infecties zijn onbekend. Er zijn wel 
een  aantal  factoren  die  sterk  zijn  geassocieerd met  ernst  van  ziekte,  zoals  leeftijd  en 
vroeggeboorte. Daarnaast blijkt uit recente studies dat een ernstig verloop van RSV‐infectie 
een  immunologische  basis  heeft  en  dat  de  immuunreactie  op  het  virus  daarbij  een 
belangrijke  determinant  is.  De  aanwezigheid  van  andere  virussen  of  bacteriën  kunnen 
eveneens  het  verloop  van  de  infecties  beïnvloeden.  Interessant  is  dat  deze  micro‐




Echter, dit  is niet altijd  toereikend om onderscheid  te maken  tussen virale en bacteriële 
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infectie  zijn  nucleïnezuur  amplificatie  testen  (NAATs)  inmiddels  de  gouden  standaard. 
Hierbij wordt een kwantitatieve polymerase kettingreactie  (qPCR) methode gebruikt om 
patiëntmateriaal te onderzoeken op de aanwezigheid van virale respiratoire pathogenen. 
Vaak  worden  deze  analyses  in  multiplex  uitgevoerd  met  een  panel  om  de  meest 




Aangezien  een  groot  deel  van  de  kinderen met  een  lagere  luchtweginfectie  empirisch 
behandeld  worden  met  antibiotica,  kan  een  snelle  en  nauwkeurige  diagnose  een 
aanzienlijke  verbetering  geven  van  de  behandeling  en  daarmee  de  ziektelast  verlagen. 








die  voorzien  in  deze  vraag.  Globaal  kunnen  deze  diagnostische  technieken  worden 
ingedeeld in twee soorten: Plaats‐van‐Zorg testen (Point‐of‐Care Tests, POCTs) en monster‐
in  resultaat‐uit platformen  (Sample‐In Result‐Out, SIROs). POCTs  zijn over het algemeen 
eenvoudige  immunochromatografische testen voor het direct opsporen van antigenen of 
antilichamen  en  worden  idealiter  aan  het  bed  uitgevoerd.  Het  gebruik  van  POCTs 
vermindert de  tijd  tot diagnose aanzienlijk, maar deze  tests  zijn veel minder gevoelig  in 




geïntegreerde  systemen  bieden  een monster‐in  resultaat‐uit  opzet met  de  technische 
voordelen van een conventionele NAAT, maar zonder de vereiste deskundigheid voor de 
uitvoering of  interpretatie. De  tijd  tot diagnose van SIROs  is momenteel nog steeds een 
kwestie van uren en dit  is  lang  in vergelijking met de minuten van POCTs. Het grootste 
voordeel van SIROs  ten opzichte van de POCTs  is het vermogen om meerdere analyten 
tegelijkertijd te analyseren. Multi‐analyt analyse biedt mogelijk aanzienlijk meer informatie 
met betrekking  tot de  toestand  van  ziekte, het  type  ziekteverwekkers en de potentiële 
effectiviteit van behandelen. 
 













reverse  transcriptase  qPCR  (RT‐qPCR)  gevalideerd  zijn  in  een  onafhankelijke  cohort. De 
resultaten  laten zien dat de differentiële expressie van tetraspanin 8 (TSPAN8), mucin 13 
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Interacties  tussen  micro‐organismen  kunnen  effect  hebben  op  de  ontwikkeling  van 
infectieziekten,  zo  ook  in  het  microbioom  van  de  bovenste  luchtwegen.  De  huidige 
standaard  voor microbioom  analyse,  16S  rRNA  gen  amplicon  sequencing,  is  tijdrovend, 
arbeid‐intensief  en  de  analyse  vereist  expertise.  Deze  aspecten maken  16S  rRNA  gene 
amplicon  sequencing  minder  geschikt  als  diagnostisch  instrument.  In  hoofdstuk  drie 
beschrijven we een methode om de  twee verschillende groepen, waaruit het bacteriele 
microbioom  bestaat  (Gram‐positieve  en  Gram‐negatieve  bacteriën),  in  de  bovenste 
luchtwegen  te  onderscheiden,  op  basis  van  het  16S  gen. Met  deze  methode  kan  de 
verhouding tussen deze groepen  (Gram‐ratio)  in de tijd worden gevolgd met behulp van 
een  simpele  PCR  analyse.  In  de  nasopharyngeale  monsters  afgenomen  bij  gezonde 








functies  hebben  in  diagnostische  testen.  In  hoofdstuk  vier  wordt  het  gebruik  van 
nucleïnezuren als eiwitbindende moleculen, zogenaamde aptameren, en de potentie van 
aptameer‐gebaseerde sensoren op het gebied van de virale diagnostiek beschreven. 
Als  gevolg  van de  gecontroleerde  selectie omgeving  zijn  eigenschappen  van  aptameren 
goed  te bepalen. Daarbij  zijn aptameren over het algemeen  zeer  stabiel en gemakkelijk 
aanpasbaar  in  vergelijking met  traditionele  antilichamen. Gebruik  van  aptameren  biedt 






tegen diverse pathogene  virussen ontwikkeld. Echter, het  gebruik  van aptameren  in de 
huidige diagnostiek blijft zeldzaam. Pas recent, zijn de eerste aptasensoren gebruikt voor 
virale  diagnostiek.  Om  de  ontwikkeling  en  introductie  van  diagnostische  tests  te 
bespoedigen is het belangrijk om te beginnen bij een diagnostische noodzaak.  
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bepaald.  Voor  de  technische  variatie  zijn  twee  gezonde  volwassenen meerdere malen 
gemeten  en  voor  de  biologische  variatie  zijn meerdere  gezonde  volwassenen  in  duplo 
gemeten. Resultaten laten zien dat drie van de vier biomarkers ten alle tijden zijn gemeten, 
echter wordt er over het algemeen een hoge variatie  in de genexpressie gevonden. De 
biologische variatie  is hoger dan de  technische variatie, waaruit valt  te concluderen dat 
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hoewel  de  gevoeligheid  van  deze  test  verbetering  vereist,  het  IdyllaTM  platform 
betrouwbaar kan meten mits er voldoende expressie is. 
De combinatie van deze snelle multiplex‐bepaling van relatieve genexpressie  in volbloed 
met  de  gebruikersvriendelijke  IdyllaTM  is  uitermate  geschikt  voor  gedecentraliseerde 
diagnostiek, bij de eerste hulp, in de kliniek of zelfs bij de huisarts. 
 






Momenteel  is  ontwikkeling  van  nieuwe  diagnostische  instrumenten  voornamelijk 
technologie gedreven. Echter, om een significante bijdrage te leveren aan de verbetering 
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